
• 研究快报 •

外源性 NO 预防大鼠应激性胃黏膜损伤中胃运动的作用

王福文, 李   杰, 胡志力, 解砚英

王福文, 李杰, 胡志力, 解砚英, 山东省医学科学院药物研究所药理研
究室  山东省济南市  250062
山东省医学科学院青年基金资助项目, No. 9904
项目负责人: 王福文, 250062, 山东省济南市经十路 89 号, 山东省医学科学
院药物研究所药理研究室.  wangfuwww@163.net
电话: 0531-2919972    传真: 0531-2612443
收稿日期: 2003-05-14    接受日期: 2003-06-02

摘要

目的: 研究胃运动在一氧化氮(NO)供体硝普钠预防大鼠胃黏

膜损伤中的作用.

方法: 采用浸水束缚应激法建立大鼠应激性胃溃疡模型. 气

囊法记录胃运动 比色法测定血清和胃黏膜组织中 NO含

量 并观察胃黏膜组织病理学变化.

结果: 硝普钠可以明显减轻浸水应激引起的胃黏膜损伤; 抑

制胃运动亢进 尤其是降低胃运动指数 收缩时间百分比

和高强度收缩次数; 同时增加血清和胃黏膜中NO含量; 胃

黏膜病理损害程度显著减轻.

结论: 外源性NO对浸水应激性胃黏膜损伤的保护作用可能是

通过抑制胃运动亢进和增加胃黏膜NO含量来共同实现的.
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0   引言

应激性胃黏膜损伤是一种临床上较常见的急症 其发

病率占危重患者的 80 % 以上 由其引起胃肠道出血而

导致患者死亡的比例有升高的趋势 死亡率达40-60 %

或更高. 目前 其发生机制仍是医学领域的一个重要研

究方面. 大多数研究者认为胃黏膜血流量减少是其重要

原因[1-5] 而关于胃运动在其中作用的研究尚不多[6-8].

为此 本实验观察了胃运动在NO供体硝普钠防治大鼠

应激性胃黏膜损伤中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  硝普钠 北京制药工业研究所实验药厂 批

号 990202. L- 硝基精氨酸(L-NNA) Sigma 公司 批号

218-418-9. NO 试剂盒 批号 20020909 南京建成工

业研究院提供. 氯化钠注射液 济南三九益民制药有限

责任公司 批号 2000042104-05-02. Wistar 大鼠 70

只 体质量 220-270 g 由山东大学实验动物中心提

供 合格证编号: 鲁动质字 200002002 号. LMS-2B 型

二道生理记录仪 成都仪器厂. 722 分光光度计 上海

第三分析仪器厂.

1.2 方法  将动物随机分为 5 组 即单纯束缚组 溃疡模

型组 L-NNA 组(30 mg/kg) 硝普钠大剂量组(200 µg/kg)

小剂量组(100 µg/kg) 每组 14 只. ip 给药. 给药时间为

浸水束缚应激前 20 min. 给药体积为 2 mL/200 g.

1.2.1 应激性胃黏膜损伤模型的制备  根据Murakami et al [9]

介绍的方法制备. 将动物浸水(水温 20 1 )应激4 h后

处死 按照 Guth et al [10]法判断损伤分数.

1.2.2 胃运动的记录  参考 Mersereau et al [11]法用自制气

囊记录胃运动. 动物浸水1 h后开始连续记录胃运动3 h.

将高度大于或等于 4 mm 宽度大于 4 s 的波定为胃收

缩波 以区别由于动物挣扎腹内压升高而引起的胃内

压升高所记录到的波[6]. 观察收缩频率 收缩幅度 收

缩宽度 每分运动指数 胃收缩时间百分比 高强度收

缩次数的变化.

1.2.3 血清和胃黏膜中 NO 含量的测定  分别于应激前

应激 4 h 后取血 2.0 mL 离心 得血清; 同时处死动物

取胃 剥离胃黏膜 100 mg 用生理盐水稀释 10 倍 研

磨 取上清液. 采用常规 Gress 法测定 NO 含量.

1.2.4 胃黏膜组织病理学检查  各组分别随机取4只大鼠

于近大弯侧的胃黏膜组织 1 1 cm 按常规法制成标

本 进行扫描电镜和透射电镜观察.

       统计学处理  数据采用 sx ± 表示和组间 t  检验

P <0.05 为有显著性差异.

2   结果

2.1 各组大鼠胃黏膜损伤程度  大鼠浸水应激 4 h 可

以引起胃黏膜严重损伤(P <0.01). L-NNA 由于阻断了体

内内源性 NO 的进一步合成 胃黏膜损伤更为严重. 硝

普钠则明显减轻胃黏膜损伤 与溃疡模型组比较皆有

显著性差异(P <0.05)(表 1).

表 1  硝普钠对大鼠应激性胃黏膜损伤的影响( sx ± n=14)

组别 剂量(µg/kg) 胃黏膜损伤指数

单纯束缚组          -    0.40 0.70

溃疡模型组          -  36.60 6.36a

L-NNA    30 000  39.70 4.76a

NO        200  22.40 5.40b

       100  24.30 4.30b

aP <0.01 vs 单纯束缚组;  bP <0.05 vs 溃疡模型组.

2.2 各组大鼠胃运动变化  大鼠浸水束缚应激 4 h 后

胃运动各项指标均明显增加(P <0.01) L-NNA 组胃运
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动变化同胃溃疡模型组. 硝普钠则明显降低浸水应激引

起的胃运动收缩幅度 收缩宽度 每分运动指数的增

加 明显缩短收缩时间百分比 减少高强度收缩次数

(P <0.05)(表 2).

2.3 各组大鼠血清和胃黏膜NO含量  大鼠浸水束缚应激

4 h 可使血清 NO 含量明显增加 胃黏膜 NO 含量明显降

低. L-NNA则使血清和胃黏膜NO含量进一步减少. 硝普

钠则明显增加血清和胃黏膜中的 NO 含量(表 3).

表 2  硝普钠对大鼠胃运动的影响( sx ± n=14)

组别 剂量(µg/kg)         收缩频率      收缩幅度   收缩宽度         运动指数   收缩时间       高强度收缩
   (次 /min)          (mm)         (s)        (mm.s/min)   百分比(%)       次数(次 /3 h)

单纯束缚组       - 0.39 0.11     11.03 4.30              16.24 8.89     218.26 38.31            16.91 9.22                 0

溃疡模型组       - 1.24 0.30b     16.26 4.60a              35.63 8.29b     782.23 80.79b           70.65 12.32b     29.30  20.24b

L-NNA 30 000 1.19 0.51b     16.43 6.70a              34.95 9.34b     747.57 213.58b         68.93 14.33b     28.70  17.53b

NO    2 00 0.93 0.44       8.75 4.36d 26.04 7.30c     250.71 67.80d           39.67 20.71d      6.10  10.21d

    100 0.98 0.37     10.18 3.75d 25.34 11.69c     285.60 02.41d           46.22 13.63d      9.50  13.13a

aP <0.01, bP <0.01 vs 单纯束缚组; cP <0.05, dP <0.01 vs 溃疡模型组.

表 3  硝普钠对大鼠血清和胃黏膜 NO 含量的影响( sx ± n=14)

 血清 NO (µmol/L) 胃黏膜 NO
组别        剂量 (µg/kg) (µmol/g 蛋白)

    应激前      应激 4 h     应激 4 h

单纯束缚组     - 29.54  8.78 28.17 3.85 24.38 4.90

溃疡模型组     - 30.30 15.45 39.64 13.80a 16.55 7.04b

L-NNA            30 000 30.15  7.32 35.49 20.60 12.09 2.66b

NO   200 28.63  9.83 70.61 29.54c 35.45 12.20c

  100 30.28 13.65 67.26 26.80c 30.68 8.47c

aP <0.05, bP <0.01 vs 单纯束缚组; cP <0.01 vs 溃疡模型组.

2.4 胃黏膜的扫描电镜观察  单纯束缚组大鼠胃黏膜表

面稍呈波浪状 胃黏膜上皮饱满 排列整齐有序 可见

到胃小凹. 溃疡模型组胃黏膜上皮细胞破坏严重 呈空

泡状或碎片状溃烂 脱落 细胞界限不清. L-NNA 组胃

黏膜改变同溃疡模型组. 硝普钠组胃黏膜上皮拥挤 部分

细胞表面出现片状不规则的缺损 少数细胞呈破碎状.

2.5 胃黏膜的透射电镜观察  单纯束缚组大鼠胃黏膜上

皮结构完整 细胞连接紧密 线粒体结构正常. 溃疡

模型组胃黏膜上皮结构不完整 细胞间隙增大 线粒体

嵴断裂 肿胀 空泡化. L-NNA 组胃黏膜改变同溃疡

模型组. 硝普钠组胃黏膜上皮细胞间隙稍增大 线粒体

轻度肿胀 轻度空泡化 血管内充血减轻.

3   讨论

应激性胃溃疡是机体在多种危重紧急情况下发生的急

性应激性胃黏膜病变 可以加速危重患者死亡 因此研

究应激性胃黏膜损伤发生 发展机制 寻找有效的防治

措施成为基础医学和临床医学亟需解决的问题.

        NO 作为一种新型的细胞第二信使或效应分子 在

应激性胃黏膜损伤中起着非常重要的作用[12, 13]. 有实验

证明 NO 在多种实验条件下 可维持胃黏膜完整性 对

胃黏膜具有很强的保护作用[14]. 本实验结果表明 浸水

束缚应激可以引起严重的胃黏膜损伤 使血清NO含量

明显增加 胃黏膜 NO 含量明显减少; 预先使用 NOS 抑

制剂 L-NNA 可明显加重浸水束缚应激所致的胃黏膜损

伤 使胃黏膜NO含量进一步减少. 而预先给予NO供体

硝普钠则明显减轻这种损伤 使胃黏膜NO含量明显增

加 血清 NO 含量也随之增多.

       近几年来 有证据表明 动物在应激过程中 胃

的运动机能发生很大的变化. 艾洪滨和 Garrick et al [6, 8]

报道大鼠浸水应激后 胃运动机能加强 这和我们的实

验结果一致. 硝普钠预处理则使胃运动机能明显减弱

高强度收缩次数明显减少 胃收缩时间明显缩短 胃黏

膜损伤明显减轻. 说明胃运动亢进在浸水应激引起胃黏

膜损伤的过程中起着主要原因[15]. 其组织形态学表明: 肉

眼可见的点状或条索状损伤 大多位于黏膜皱折处 且

多与胃的纵轴平行. 由于沿黏膜皱折基底部的损伤是由

坏死的黏膜组织形成的 该损伤可能是由于胃运动亢

进而导致胃黏膜长时间处于强烈收缩状态 黏膜间相

互摩擦 从而不断地压迫黏膜皱折部位 影响了黏膜局

部区域的血液循环 使受压迫较重的黏膜皱折处局部

血流低灌注和低氧[16] 造成胃黏膜血流量下降 细胞

能量代谢率下降 抵抗力减弱 再加之黏液减少 屏障

机能降低 从而使胃黏膜在胃酸 胃蛋白酶 ET 氧

自由基等攻击因子的共同作用下导致胃黏膜缺血 缺

氧 产生溃疡 糜烂 甚至出血.

        总之 我们认为: 胃运动亢进是应激性胃黏膜损伤

的动力和主要原因. NO供体硝普钠则是通过抑制胃运动

亢进 升高胃黏膜 NO 水平 有效地舒张胃黏膜血管

增加局部黏膜血流量 防御胃内容物对胃黏膜的理化

刺激和损害 从而达到防治胃黏膜损伤的目的. 至于

NO 是通过什么机制来抑制胃运动 有待进一步探讨.
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摘要

目的: 研究热盐水灌胃导致的大鼠萎缩性胃炎(CAG)胃黏膜

组织中的凋亡细胞 增生细胞和 Bcl-2 Fas HSP60

HSP70 HSP90α 及 P53 表达状态 以探讨 CAG 发病机

制及长期热咸饮食与慢性萎缩性胃炎发生的关系.

方法: 采用脱氧核糖核酸转移酶介导等缺口末端标记(TUNEL)

技术及免疫组织化学染色技术. 细胞凋亡时DNA含量分析

采用流式细胞检测技术.

结果: TUNEL检测细胞凋亡显示: 在热盐水所致的大鼠萎缩

性胃炎中凋亡细胞数明显增多 在黏膜全层均可见到 呈

弥漫性分布.  萎缩性胃炎中凋亡细胞指数显著高于正常大鼠

胃黏膜(P <0.05); 免疫组化法检测凋亡相关基因和PCNA

显示: Bcl-2 Fas HSP60 HSP70 HSP90α P53及PCNA

在热盐水灌胃所致的萎缩性胃炎中的表达率显著高于正常

胃黏膜(P <0.05); 流式细胞检测显示: 在萎缩性胃炎时 在

G0/G1峰前可见一个亚G0/G1峰 也即凋亡细胞峰出现 而

在正常胃黏膜时未显示亚G0/G1峰.

结论: 热盐水灌胃可导致大鼠胃黏膜组织细胞增生和细胞凋

亡异常 其调控基因(Bcl-2 Fas)及 HSP60 HSP70

HSP90α P53 在热盐水所致的大鼠萎缩性胃炎发生中起

重要作用.
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0   引言

细胞凋亡是由基因控制的细胞主动死亡的过程 是程

序性细胞死亡的主要形式. 正常情况下 细胞凋亡与细

胞增生保持着一定的生长规律 当细胞正常增生和分

化被扰乱 导致细胞过度增生和凋亡异常时 就会诱发

疾病的发生. 热休克蛋白(HSP)与细胞的转化和恶变过程

密切相关 HSP 通过调控细胞周期所必需的蛋白构象

参与细胞的增生和死亡过程. 本研究采用脱氧核糖核酸

转移酶介导等缺口末端标记(TUNEL)技术 流式细胞检

测技术及免疫组织化学染色技术对热盐水灌胃导致的

大鼠萎缩性胃炎胃黏膜上皮组织中的凋亡细胞 增生

细胞和 Bcl-2 Fas HSP60 HSP70 HSP90 表达

状态进行观察 以探讨他们在热盐水灌胃导致的大鼠

萎缩性胃炎发生中所起的作用 探讨食物的温度及咸

度造成胃黏膜萎缩的原因 为预防胃癌前病变和胃癌

的发生提供实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  100 只 7 周龄健康 性成熟的 SD 大鼠 体
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